COLORACION BK

Juego de soluciones para la coloracién de
micobacterias segun Ziehl-Neelsen para
microscopia

Diagnostica T

USO PREVISTO

Los reactivos de coloracién B.K. se utilizan para tefir frotis preparados a
partir de muestras y cultivos que se sospecha que contienen micobacterias,
para el diagnoéstico de sospecha precoz de infecciéon micobacteriana y la
caracterizacién de aislados bacterianos.

PRINCIPIO

La coloracion de Ziehl-Neelsen es una técnica de coloracién diferencial que
se basa en que las paredes celulares de ciertos parasitos y bacterias
contienen acidos grasos (acidos micdlicos) de cadena larga (50 a 90 atomos
de carbono) que les confieren la propiedad de resistir la decoloraciéon con
alcohol-acido, después de la coloracién con colorantes basicos. Las
micobacterias absorben los colorantes s6lo muy lentamente debido a la
elevada proporcién de ceras y lipidos en la pared celular. Para acelerar la
absorcién del colorante fucsina y asi la formacion del complejo
micolatofucsina en la pared celular, se calienta la soluciéon de fucsina
fenicada aplicada sobre el preparado normalmente hasta formacion de
vapores. Una vez las micobacterias han absorbido el colorante, dificiimente
lo ceden a pesar del tratamiento con solucién decolorante Alcohol-Acido. Por
esto se denominan Bacilos alcohol acido resistentes o BAAR y aparecen en
el preparado microscopico tefiidas de rojo, mientras que todos los
microorganismos no resistentes a los acidos se tifien de acuerdo con la
contratincion.

CONTENIDOS

FUCSINA FENICADA B.K. - Listo para su uso
Fucsina Basica, Fenol, Alcohol Etilico al 96%,
Agua Desmineralizada tipo Il

ALCOHOL ACIDO B.K.- Listo para su uso
Acido Nitrico, Alcohol Etilico al 96%,

AZUL DE METILENO B.K. SEGUN LOEFFLER

- Listo para su uso.

Azul de Metileno, Alcohol Etilico al 96%, Agua desmineralizada
tipo Il

PREPARACION DE LOS REACTIVOS
Todos los reactivos estan listos para su uso.

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

o Las soluciones deben almacenarse entre 15°C y 30°C y protegidos de la
luz. Después de abierto el contenido almacenado entre 15°C y 30°C y
protegidos de la luz es estable hasta la fecha de caducidad indicada en la
etiqueta.

e Temperaturas inferiores a 15°C puede precipitar colorantes de las
soluciones colorantes.

o Los frascos deben mantenerse siempre bien cerrados.

PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

o La solucion R1 FUCSINA FENICADA B.K. y la solucién R3 AZUL DE
METILENO B.K. SEGUN LOEFFLER son irritantes en contacto con piel,
0jos y mucosas.

o La solucién R2 ALCOHOL ACIDO B.K. es inflamable, por lo tanto se deben
tomar los cuidados requeridos para el manejo de productos inflamables en
el laboratorio.

e Observe la simbologia en los rétulos de las soluciones.

o Las soluciones usadas y las caducadas deben eliminarse como desechos
especiales, debiendo cumplir las regulaciones locales para el desecho de
compuestos peligrosos.

MATERIALES ADICIONALES REQUERIDOS NO SUMINISTRADOS
* Microscopio * Frasco lavador

* Portaobjetos e Agua

o Cubreobjetos * Mechero

e Cubeta de coloracion e Cronometro y/o timer

MUESTRAS

Esputos, biopsias por aspiracion con aguja fina, liquidos de lavados, pus,
exudados, pus, material de cultivos liquidos y sélidos.

Aplicar la muestra de analisis a un portaobjetos de vidrio limpio de manera
que se produzca un frotis delgado y uniforme. Dejar que el frotis se seque al
aire.

Fijar el frotis con calor pasando el portaobjetos por una pequefa llama entre
2 y 3 veces. Deje enfriar el portaobjeto a temperatura ambiente antes de
realizar la coloracién.

Nota: No sobrecalentar el portaobjetos; el calentamiento excesivo causara
una coloracion atipica.

&

PROCEDIMIENTO

1. Cubrir la preparacion (Placa) con FUCSINA FENICADA B .K.

2. Calentar por 5 minutos suavemente (no dejar hervir) hasta
obtener vapores renovando el colorante a medida que se
evapore.

3. Lavar suavemente con agua corriente fria. Eliminar el exceso de
agua.

4.  Decolorar con ALCOHOL ACIDO B.K. hasta que la solucién de
lavada salga incolora.

5.  Lavar suavemente con agua corriente fria. Eliminar el exceso de
agua.

6.  Cubrir la preparacion con AZUL DE METILENO B.K. SEGUN
LOEFFLER por un (1) minuto.

7.  Eliminar el exceso y dejar secar al aire.

8.  Examinar al microscopio con lente de inmersion de 100X.

Toda muestra biolégica debe se considerada como

potencialmente infecciosa.

NOTAS SOBRE EL EMPLEO

La técnica descrita anteriormente puede modificarse de acuerdo con las
preferencias del operador para lograr mayor o menor intensidad de
coloracion, lo cual implica variaciones en los tiempos de coloracion,
decoloracion y lavado.

RESULTADOS PREVISTOS

Micobacterias alcohol-acido .
; Rojas
resistentes
Otros gérmenes o células
9 Azules
y fondo

Un hallazgo positivo significa “presencia de bacilos Alcohol acido
resistentes” y un hallazgo negativo significa “ausencia de bacilos alcohol
acido resistentes”. No se puede diferenciar si se trata de micobacterias de
la tuberculosis o de otras micobacterias, tampoco resulta posible verificar si
se trata de bacterias activas o muertas. De encontrarse micobacterias,
deberian realizarse analisis ulteriores en un laboratorio especial.

CONTROL DE CALIDAD

El control de calidad se debe llevar a cabo conforme a la normativa local y/o
nacional, a los requisitos de los organismos de acreditaciéon y a los
procedimientos estandar de control de calidad del laboratorio.

Los controles pueden realizarse con pueden realizarse con bacilos alcohol
acido resistentes

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

* Algunas drogas utilizadas en el tratamiento de la tuberculosis, hacen
perder la &cido-resistencia de los bacilos, observandose esta
caracteristica de las cepas sensibles a la isoniazida y a la alfa
etiltioisonicotinamida (ethionamida).

* La reacciéon de coloracion de Ziehl-Neelsen se ve afectada por la
alteracion fisica de la pared celular bacteriana o protoplasto. Por
consiguiente, un microorganismo fisicamente alterado por exceso de
calor no reacciona a la coloracion de Ziehl-Neelsen de la manera
prevista. Es importante controlar la fijacion por el calor (dos-tres pasos
de un segundo por llama suave); un exceso del mismo puede dar
coloraciones erréneas.

*  Agua altamente clorada puede debilitar la coloracion de contraste.
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